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TRAITEMENT DU CANCER 

(57) Abstract 

A nucleotide sequence corresponding to a gene comprising (a) one of sequences SEQ ID 1 to 1 1 . or an equivalent gene which 
comprises (b) a sequence hybridisable with one of the sequences of (a), (c) a sequence at least 80 % homologous with (a) or (b), or (d) a 
sequence coding for a protein encoded by a gene according to (a)» (b) or (c). or for an equivalent protein, and the use thereof, in particular 
for controlling cancer as well as for therapeutic follow-up. These genes arc in the TSAP (tumor suppressor activated pathway) group, 
designated TSAP I to TSAP 8 and TSAP 3 human (or HUMSIAH) and in TSIP (tumor suppressor inhibited padiway) group, designated 
TSIP I and TSIP 2, both types of genes corresponding to sequences activated or inhibited, respectively, during cellular apoptosis, particulariy 
that induced by p53. 

(57) Abr^g^ 

La pr^sente invention conceme une sequence nucltotidique correspondanc ^ un g6ne comportant (a) une sequence selon Tune des 
IND. S£Q I d 1 1 ou un gdne ^uivalent qui comporte: (b) une s^uencc s*hybridant avec Tune des sequences selon (a), (c) une sdquehce 
prdsentant au moins 80 % d*homo]ogie avec (a) ou (b), ou (d) une 56quence codant pour une prot6ine cod6e par une gdnc scion (a), (b) 
ou (c) ou pour un prot6ine ^uivalente, et leur application notammenc dans la suppression du cancer ainsi que dans le suivi th^rapeutique. 
Ccs g^nes legroup^s en TSAP (tumor suppressor activated pathway) et d6nomm6s TSAP 1 ^ TSAP 8 ct TSAP 3 humain (ou HUMSIAH), 
et en TSIP (nimor suppressor inhibited pathway) et dj6nomm6s TSIP 1 et TSIP 2, ces deux types de gfencs conespondant respectivement ^ 
des sequences induites ou inhib6es lors de Tapoptose cellulaire, notamment celles induites par p53. 
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SEQUENCES NUCL^OTIDIQUES. PROTBNES. s\IEDICAME.\TS FT AGE^TS 
DIAGNOSTICS UTILES DANS LE TRAITEMENT DU CANCER, 
La presente invention concerne la mise en evidence de genes 
impiiques dans les voies moleculaircs de la suppression lumorale et 
5 Tutilisation des genes ainsi mis en evidence pour le iraitemeni de certains 
dysfonctionnements gentques, notamment les cancers. 

La presente invention a ete renduc possible par Tisolement d'ADNc 
correspondant a des ARN messagers exprimes ou reprimes lors du processus 
d'apoptose induit par le gene suppresseur p33. 
10 line analyse globaie des evenemenis moieculaires inter\'enant au 

cours du cycle cellulaire lors du developpement et de Tapoptose ceilulaire est 
necessaire pour mieux comprendre Timportance du gene p53 dans le 
processus de suppression tumorale ou, au contraire, de cancerisation. 

La transformation d'une cellule normale en cellule tumorale est un 
15 processus qui se deroule en plusieurs etapes et qui necessiie une suite 
d'evenements moieculaires. Au niveau physiologique, ces evenements se 
traduiront par une independance de la cellule tumorale vis-a-vis des signaux 
exterieurs ainsi que par une deregulation interne menan: a une croissance 
incontrolee. 

20 Deux groupes de genes sont responsables de cette transformation 

dite "malignc", d'une part, les oncogenes, d'autrc part, les genes 
suppresseurs ou anii-oncogenes. Les oncogenes, en raison de Icur 
deregulation dans le cancer (resultant Ic plus souvent d'unc mutation ou 
d'une cranslocalisation) induiront un signal posiiif qui favoriscra la 

25 croissance neoplasique. Au contraire, les genes suppresseurs, du fait de leur 
deletion, de Tabsence de leur expression par mutation du promoteur. par 
exemple, ou encore de mutations qui modifieront la structure et la fonction de 
la proteirie, seront incapables dans le cancer de foumir le signal qui lui, 
normalement, devrait freiner cette croissance anormale. En consequence, le 

30 dysfonctionnemenc des genes suppresseurs contribue a la transformation 
neoplasique. 

L'objet de la presente invention est Tisolement de genes ayant 
normalement une action dans la suppression tumorale et dont il sera alors 
possible de sur\'eiller et de traiter les evemuels dysfonctionnements. 
35 En particulier, Tisolement de ces genes permet d'avoir recours a 

une therapic genique de remplacement ou bien a la synthese d'agents 
pharmacologiques, proteiques ou non proteiques, qui. directement ou 
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indtrectement. par leur acuon sur les promoteurs. induirom I'activauon ei 
rexpression de ces genes, ou encore la symhese d agencs pharmacologiques 
qui permettront de mimer I'effet physiologique de ces g^nes suppresseurs. 

L'objectif final est. soit d'inhiber la croissance tumorale. ou mieux. 
d'induire ie processus apoptotique de ces cellules lumorales. c'est-a-dire de 
conduire les cellules tumorales a se "suicider". 

La presente invention concerne la mise en evidence de genes qui 
sont impliques dans cette apoptose. En effet, chaque cellule poss^de en elle un 
programme de mori physiologique. 11 s'agit egalemeni d'un processus 
physiologique qui est implique dans le developpement afin de maimenir 
I'homeostasie du corps ei de ne pas voir des proliferations cellulaires 
anormales s'etablir, meme si. au demeurant. elles n'oni pas de caraciere 
maiin. 

L'un des genes suppresseurs les plus importanis impliques dans 
15 I'apoptose est le gene p53. Dans sa fonction normale, ce gene conirole la 
croissance cellulaire et le processus d'apoptose ; en particulier, c'est ce gene 
qui bloque la croissance cellulaire et qui doit induire le processus 
apoptotique afin d'eviter le developpement d'un cancer. On a ainsi mis en 
evidence que des souris nuUizygotes pour le p53 etaient bcaucoup plus 
20 sensibles a la formation de tumeurs. On a egalement mis cn evidence le fait 
que, dans les cancers, le gene p53 etait tres souvent altcre et conduisait a la 
production de proteines incapables de vehiculer le message d'apoptose. 

C'est cette pariicularite qui a ete mise cn oeuvrc dans Ic cadre de la 
presente invention. 

25 En effet. la presente invention repose sur la constatation qu'il 

n'est pas possible, ou du moins qu'il parait tres difficile, de mettrc en place 
unc therapie de substitution directe lors d'un dysfonctionnement du gene 
p53. En effet, le p53 mute comme il I'est dans le cancer va annuler I'effet 
physiologique du p53 normal. 

30 11 a done fallu renoncer. du moins dans un premier temps, a unc 

therapie de substitution agissant dircctement au niveau de p53. 

La presente invention s'est done attachee a etudier les genes siiutis 
en aval de p53 afin de "bipasser" la difficulte evoquee precedemmeni. 

Afin d'isoler les genes actives ou inhibes par le p53 normal (wild- 

35 type p53) on a effeciue un ratissage global de I'expression des genes dans une 
cellule induiie en apoptose et dans la meme cellule maligne, plus 
particulierement dans une cellule e.vprimant le p53 normal dans sa fonction 
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ei dans une cellule exprimaiit le p53 mute done la fonction esi oncogeniquc. 
La comparaison des genes exprimes (ARN messagers exprimes dans les deux 
types de cellule) a permis de mettre en evidence des genes exprimes 
differentiellemeni, c'est-a-dire exprimes dans Tune des cellules aJors qu'ils 
ne le sont pas dans Tautfe (les genes peuvent cire actives ou inhibes). 

On en deduit aisement que ces genes sont impliques dans le 
processus de cancerisation, dans un cas par leiir absence, ei. dans Tauire cas, 
par leur presence. 

Pour ceite etude differentielle. la methode utilisee est la meihode 
decrite en 1992 par Uang et Pardee (Differential display of eucaryoiic mRNA 
by mean of a polymerase chaine reaction). 

Jusqu'a present, risolemenc des genes impliques dans la 
suppression etait effeciue soit par clonage positionnel. soit par Temploi des 
doubles hybrides. La premiere methode permettait, par un calcul statistique, 
15 de calcuier la plus haute probabiiite ou pouvaii se localiser, au niveau 
chromosomique, un gene suppresseur candidat pour un type bien particulier 
de cancer, suriout ceux d'origines familiales. Le systeme de doubles h\ brides 
permet d'isoler uiie a une les proteines qui-interagissent avec un gene 
donne. 

L'approche du probleme selon la prescntc invention a permis 
d'isoler des sequences dircctcment reliees a unc fonction. Des lors. au 
contraire du sequencage alcaioire des EST, les sequences sont des sequences 
dont la fonction est connue ei qui sont impliquees dans Ic processus 
d'apoptose induit par le gene suppresseur p5S. 

De fagon plus precise, cette methode a etc utilisee sur un modelc 
cellulaire decrit par Moshe Oren, il s'agit de cellules myeloides tumorales de 
souris qui ont eie transfectees par un mutant stable du gene p53. En fait. 
I'expression de ce gene est thermosensible, c'est-af-dire que dans des 
conditions de culture cellulaire a 37°C la proteine produite est une proteinc 
mutee. c'est-a-dire qu'elle ne peut jouer le role de suppresseur de tumeur ct 
done que la lignee cellulaire correspondante se developpc sous forme de 
cellule maligne, alors qu'a la temperature de 32'C la proteine p53 exprimee, 
comme la proteine naturelle, est capable de jouer le role de suppresseur et 
empeche la lignee cellulaire correspondante de devenir maligne, 
35 Cette etude systematique a permis de mettre en evidence les genes 

impliques dans la cascade de suppression induite par p53. 
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C'esr pourquoi la presence invention conccrne ces nouvelles 
sequences et les genes les comportant ainsi que I'uiilisation de ces sequences, 
tanc au niveau du diagnostic qu^au niveau de la therapie. de meme que pour 
la realisation de modeles destines a tester des produits anti-cancereux. 
5 La presence invention concerne tout d'abord une sequence 

nucleotidique correspondant a un gene comportant : 

(a) une sequence selon Tune des fND.SEQ.1 a 10 ou 
un gene equivalent qui comporte : 

(b) une sequence s'hybridant avec Tune des sequences selon (a). 

10 (c) une sequence presemam au moins 80 % d'homologie avec (a) ou 
(b). ou 

(d) une sequence codant pour une proieine codee par un gene selon 

(a) , (b) ou (c) ou pour une proteine equivalente. 

et leur application notamment dans la suppression du cancer ainsi que dans 
15 le suivi therapeutique. 

De plus, la presente invention concerne un gene humain implique 
dans la cascade de suppression induiie par p53 ainsi que Tutilisation des 
sequences de ce gene, tani au niveau du diagnostic qu'au niveau de la 
therapie, de meme que pour la realisation de modeles destines a tester des 
20 produits anti-cancereu\- ainsi que leur application a titre d'agent antiviral. 

La presente invention concerne done cgalemcni une sequence 
nucleotidique correspondant a un gene comportant : 

(a) une sequence scion riND.SECl 11 correspondant au gene TSA\> 3 
humain ou IIUMSIAH (Human Homologue of the Drosophila seven 

25 in absentia gene), ou un gene equivalent qui compone : 

(b) une sequence s'hybridant avec Tune des sequences selon (a). 

(c) une sequence presentant au moins 80 % d'homologic avec (a) ou 

(b) . ou 

(d) une sequence codant pour une proteine codee par un gene seion 
30 (a), (b) ou (c) ou pour une proteine equivalente, 

et leur application notamment dans la suppression du cancer ainsi que dans 
le suivi therapeutique. 

Concernant les sequences 1 a 11, la presente invention couvre 
aussi bien la sequence nucleotidique correspondant au gene entier que des 
35 fragments de ce gene, notamment lorsqu'ils codent pour une proteine 
equivalente comme cela sera decrit ci-apres. 
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Les sequences nucleotidiques peuvem etre aussi bien de I'ADN que 
de TARN ou des sequences dans lesquelles certains des nucleotides soiu non 
naiurels. soit pour ameliorer leurs proprietes pharmacologiques. soit pour 
permettre leur identification. 
5 Les sequences meniionnees en (b) (pour les IND.SEQ. 1 a 11) sent 

essemiellement les sequences complementaires totales ou pariielles 
(notamment pour les cas evoques precedemment). 

Les sequences (a) et (b) (pour les 1ND.SEQ. I a 10) permeiiem non 
seulement I'acc^s au g6ne murin dont elles sont issues, mais egalement aux 
10 g6nes iiumains correspondant par homologie. 

Ainsi. I'invention concerne egalement les sequences nucleo- 
tidiques des genes presentant une forte homologie avec les genes mentionnes 
precedemmeni. de preference une homologie superieure a SO % sur les 
parties essentielles desdits genes, soil en general au moins 50 % de la 
15 sequence, de preference I'homologie sera sur ces parties superieure a 90 %. 

Enfin, lorsque lesdits genes codeni pour une proteine. la presente 
invention concerne egalement les sequences codani pour la meme proteine. 
compte tenu de la deg^nerescence du code genetique, mais egalement pour 
les proteines equivalentes. c'est-^-dire produisant les memes effeis. 
20 notamment les proteines deletees et/ou ayant subi des mutations ponctuelles. 

Les sequences selon la presente invention sont plus 
particulierement les sequences qui sont induitcs ou inhibces lors de 
Tapoptose ccllulaire, notamment celles induitcs par p53. 

Lesdits genes sont regroupes en TSAP ou "Tumor Suppressor 
25 Activated Pathiva>-" et denommes de TSAP 1 a TSAP 8 ct TSAP 3 humain. 
correspondant aux IND.SEQ. 1 a 8 et 1 1 (HUMSIAH) respectivement. et en TSFP 
ou "Tumor Suppressor Inhibited Pathway" et denommes TSIP 1 et TSIP 2, 
correspondant aux IND.SEQ.9 et 10. 

Les caracteristiques des sequences correspondent aux IN'D.SEQ. 1 a 
30 10 sont rassemblees dans le tableau ci-annexe. 

Les sequences nucleotidiques correspondant aux genes TSAP (y 
compris le TSAP 3 humain ou HUMSIAH). sont des sequences exprimees lors 
du processus d'apoptose alors que lorsqu'ils ne sont pas exprim^s le processus 
d'oncogenese se poursuit. II est done interessant : 
35 - de detecter loute anomalie dans le gene correspondant. laquelle peut 
conduire a une plus grande suscepiibilite a I'oncogenese. et 
- de pouvoir prevoir une iherapie de rcmplacemeni. 
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11 faut d'ailleurs rappeler que ccs genes peuveni intervenir dans 
d'autres processus que les processus oncogenes ; en effet. p53 est en quclquc 
sone le gardien de riniegriie du genome, dans ces conditions les genes TSAP 
ou TSIP sont sans doute egaJement impliques dans cette fonction de controle, 
5 c'est done Tensemble des alterations possibles du genome qui peuvent etrc 
redevables de la detection ei de la therapie precedente. Au coniraire. les 
genes TSIP sont exprimes lors de Toncogenese et non lors de Tapoptose. il est 
done la aussi inieressant de detecter Teventuelle anomalie des TSIP et 
egalement de prevoir une therapie d'inhibiiion/blocage. 

10 La therapie de remplacement pourra etre effectuee par therapie 

genique, c'est-a-dire en introduisant le gene TSAP avec les elements qui 
permettent son expression in vivo. Les principes dc la therapie genique sont 
connus. On peui utiliser des vecteurs paniculiers, viraux ou non viraux, par 
exemple des adenovirus, retrovirus, virus herpes ou poxvirus. La plupart du 

15 temps ces vecteurs sont utilises sous forme defeciifs qui serviront de 
vehicules d'expression de TSAP avec ou sans integration, Les vecteurs 
peuvent etre egalement synthetiques, c'est-a-dire mimer des sequences 
virales, ou bien etre constitues par de I'ADN ou de TARN nu selon la 
technique developpee notammeni par la societe VICAL 

20 Dans la plupart des cas, il faudra prevoir des elements de ciblage 

assurant une expression specifique des tissus ou organes. en effet. il n'cst pas 
possible d'envisager d'aciiver un phenomenc d'apoptosc inconirole. 

La presente invention concernc done Tenscmble des \ecteur:; 
decrits precedemment. 

25 La presente invention concerne egalement les cellule:; 

transformees par un vecteur d 'expression tel que decric precedemment ainsi 
que la proteine pouvant etre obtenue par culture de cellules transformees. 

Les systemes d'expression pour produire des proteines peuven: 
etre aussi bien des systemes eucaryotes tels que les vecteurs precedents que 

30 des systemes procaryotes dans des cellules de bacteries. 

L'un des interets de la presente invention est qu^elle a mis en 
evidence rimplicaiion de plusieurs genes dans I'apoptose ; ainsi Ic 
surexpression de I'un des genes par therapie genique peut» pour certains 
d'entre eux, ne conduire a Tapoptose que les cellules dans lesqueiles 

35 s'expriment deja d'autres genes deregles, c'est-a-dire des cellules malignes. 

La presente invention concerne egalement, a titre de medicament, 
un compose assurant I'expression cellulaire d'au moins une des sequences 
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nucleoiidiques precedences lorsqu'elle est induite lors dc I'apoptose 
cellulaire. notamment des genes TSAP 1 a TSAP S ei TSAP 3 humain. ou au 
coniraire assurant I'inhibition de I'expression cellulaire d au moins une 
sequence cellulaire telle que decrite pr6cedemtnent lorsqu'elle est inhibee 
lors de I'apoptose cellulaire, notamment TSIP 1 et TSIP 2. 

li est. par exemple. possible de prevoir d'autres approchcs que la 
therapie genique. notamment I'utilisaiion de sequences nucleoiidiques en 
sirategie sens ou antisens. c'esi-^-dire pouvant bloquer I'expression de TSIP 
ou au contraire. agissant en amont. favorisant I'expression de TSAP. 

On peut egalemeni prevoir une strategie de remplaccment directe 
par apport de proteines correspondant a TSAP ou d'anticorps inhibiieurs 
correspondant a TSIP. 

Enfin. il est possible de prevoir I'utilisaiion de molecules non 
proteiques doni I'aciivite sera d'activer TSAP ou de mimer Taction de son 
15 produit d -expression ou bien d'inhiber TSIP ou bien de bloquer I'aciion de 
son produit d 'expression. 

Ces produits peuveni etre aisement testes sur les cellules modifiees 
qui sont decrites dans les e.xemples en introduisant les produits a tester dans 
la culture cellulaire et en d^tectant rapparition du phenomenc apoptotique. 
20 Dans les strategies a ADN. ARN ou proteiquc les produits sont bien entcndu 
elabores en fonction des sequences qui soni decrites. 

U presente invention concerne en particulicr luiilisation des 
medicaments precedents en tani qu'agent antt-cancereux. 

Mais, le produit du gene TSAP 3 humain (HUMSIAII) est cgaiement 
25 utile comme agent antiviral, comme ccla apparaitra a la lecture de I'e.xemplc 
2. La presente invention concerne done egalement l uiilisation des 
medicaments precedents comme agent antiviral. 

La presente invention concerne egalement~a litre d'ageni de 
diagnostic pour la deiermination de la predisposition au cancer, tout ou pariie 
30 des sequences selon I'inveniion a utiliser comme sonde nucleotidique ou 
comme amorce d'amplification. mais egalement a litre d'agent de diagnostic 
pour la determination de la predisposition au cancer un antigenc 
correspondant a tout ou partie des proteines codecs par la sequence selon 
I'invention ou les anticorps. notamment les anticorps monoclonaux, 
35 correspondants, eventuellement apres culture. 

Les methodes de diagnostic sont connues, il peut s'agir. par 
e.xemple. de techniques de microsequencage des parties variables apres 
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isolement et ampUficatipn eventuellc ou des mechodes de dereciion type UFLP 
ou d'amplification simple notamment- Les techniques differeniiellcs 
peuvent, en particulier, permetire de metire en evidence I'ecan entre le 
TSAP ou TSIP normal et anormal. 

5 L'invention concerne egalement des modeles metiant en oeuvre les 

sequences precedentes. 

Le gene TSAP 3 humain (HUMSIAH) peui etre isole. notamment. en 
utilisant la meihode PGR ou d'autres mechodes d'amplification en mettant a 
profit la structure du gene. 11 est egalement possible de synthetiser ce gene 
10 par morceau, si necessaire. 

Enfin, Tinveniion concerne un perfect ionnement a la meihode de 
Liang et Pardee (1) caracierise en ce que dans I'ampUfication par PGR on 
effectue une diminution en palier ("touch down") tel que decrit dans Don et 
al. (2), 

15 D'autres caracierisiiques de l'invention apparaitront a la lecture 

des exemples ci-apres faite notamment en se referant aux figures suivantes : 

- Figure 1 - Quantification de I'expression differentielle des ARNm utilisant 
Pimageur 1200 p. Hybridation aux ARNm derives des cellules LTR6 a 37'C et 
des cellules LTR6 apres 4 heures a 32'C Les nombres en ordonnees de 0 a 

20 500 correspondent au comptage detecte par 0. 15 mm ct sont proportionnels 
au signal d'hybridation. 

Gl : ARNm exprime egalement en utilisant un clone sans expression 
differentielle : 

C2 : controlc positif uiilisant la C\ clinc G et montrant Pinduction des ARNm 
25 correspondant a 32'G ; 

MER'LTR : montre Pinduction de cette sequence a 32'G ; 

TSAP 1 a TSAP S : expression differentielle des 8 ARNm actives dans les 4 
premieres heures suivant Pinduction de Papoptose ; 

TSIP 1 et TSIP 2 : expression differentielle des 2 ARNm inhibes dans les 4 
30 premieres heures suivant Pinduction de Papoptose. 

- Figure 2 - Analyse Northern blot, 

A : hybridation avec la sonde TSAP 3 ; 

B : hybridation avec la sonde siah lb de souris : 

lignes 1 et 2 : ARNm polyA* de cellules leucemiques myeloides Ml (clono 
35 S6) cultivees a 37*G et 32'G respectivement ; 

lignes 3 et 4 : ARNm polyA-^ de cellules LTR6 cultivees a 37'G et 32'C 
respectivement ; 
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la fleche indique re.\pressioii differemielle du iranscrit 1,9 kb de TSAP 3 - 
siah 1 b de souris : 
panneaux inferieurs : GAPDH ; 

C : distribution tissulaire utilisani TSAP 3 comme sonde : 
1 : coeur. 2 : cerveau. 3 : rate. 4 : poumon. 5 : foie. 6 : muscle du squeletie. 7 : 
rein, 8 : testicuie ; 

les fleches indiquent les transcrits de 1,9 et 2.4 kb ; 
panneau inferieur : p-actine. 

- Figure 3 - Analyse de Thybridation in situ avec la sonde TSAP 3 ; 
A : cellules Ml incubees pendant 4 heures a 3 2*0 et hybridees avec une 
sonde antisens TSAP 3 ; 

B : cellules LTR6 incubees pendant 4 heures a 32*C et hybridees avec une 
sonde sens TSAP 3 ; 

C : cellules LTR6 incubees a 37*C et hybridees avec une sonde antisens 
15 TSAP 3 ; 

D a F : cellules LTR6 cultivees a 32'C pendant respectivement 1. 2 et 
4 heures et hybridees a une sonde antisens TSAP 3 ; 
la barre dans le panneau A : 10 nm ; 

les niches indiquent Taccumulation des ARNm TSAP 3 dans le cytoplasme. 

- Figure 4 - Comparaison entre la sequence d'ADNc dc TSAP 1 et la sequence 
nucleotidique correspondant a la phospholiposc C beta 4 de rat. 

- Figyre 5 - Comparaison entre la sequence d ADNc dc TSAP 2 ct la sequence 
nucleotidique correspondant a la proieine digiiee au zinc (ZFM 1) localisee 
dans le locus Multiple Endocrine Neoplasia (MEN 1). 

- Figure C> - Comparaison entre la sequence d'ADNc de TSAP 3 et la sequence 
nucleotidique correspondant au gene Drosophila seven in absentia (sina). 

- Figure 7 - Comparaison entre le produit des genes sina de differenies 
especes. humain (HUMSIAH), murin (MMSIAH IB) et dc drosophile 
(DROSINA). 

- Figure 8 - Comparaison entre la sequence d'ADNc de TSIP 2 et la sequence 
d'ADNc du transcript SI 82 murin du gene AD3 implique dans la maladie 
d'Alzheimer. 

MATERICLS ET METHODRS 
Cultures cellulaires 

Cellules de leucemie myeloide Ml (clone S6) et cellules Ml 
transfeciees de fagon stable avec un mutant sensible a la temperature val 135 
p53 (LTR6) (3). 
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Ces cellules sont cultivees sur milieu RPMl 1640 avec 10 % FCS a 5 % 
de CO2 a 37'C. Pour la modification de la temperature, les cultures sonc placees 
dans un second incubaieur a 32'C. Pour tous les essais effeciues dans cette 
etude, les cellules sont testees apres 12 et 24 heures pour la presence 
5 d'apoptose. 

Etude des ADNc differcnticls 

Pour effectuer les tests dans des conditions experimentales 
standards et pour obtenir une reproductivite totale des resultats, les 
modifications suivantes au protocole d'origine (1) ont eie effectuees. 

10 On utilise toujours des ARNm polyA* purifies deux fois sur colonne 

d'oligodT utilisant Fast Track (Invitrogen, San Diega CA). Apres transcription 
reverse (M-MLV Reverse Transcriptase, Gibco BRL) sur 0.05 ug de polyA* 
utilisant 20 de chacun des dNTP (Boehringer-Mannheim), aucun dNTP 
additionne n'est ajoute au melange de PGR final, Un "hot start" a 94"C 

15 pendant 5 minutes est effectue avant la PGR (GeneAmp PGR system 9600 
Perkin Elmer Getus). Les echantillons sont refroidis rapidemcnt sur de I'eau 
glacee. Un "touch down" (2) de 10 cycles de 50'G a 40'G est effectue (94'G 30 
secondes - 50*G 1 minute - 72'G 30 secondes), suivi par 35 cycles (94*G 30 
secondes - 40*C 1 minute - 72*G 30 secondes) et une extension finale de 5 

20 minutes a 72'*G. Les produits de la PGR sont scpares sur gels de polyacr> lamidc 
a 6 % non denaturant (4). Les gels sont exposes sans sechage. Ghaquc 
presentation differentielle est effectuee en comparant M1S6 et LTR6 a 37'G ci 
apres 4 heures d'incubaiion des deux lignees cellulaires a 32'G. 

La procedure de presentation differentielle est repetee dans 3 

25 experiences differentes pour confirmer une parfaite reproductibilite. 

Les bandes ex-primees differentiellement sont decoupees a partir du 
gel, eluees et reamplifiees (1). Les produits de PGR sont sous-clones en 
utilisant le systeme TA-cloning (Invitrogen. San Diego CA) en suivant les 
indications fournies. 

30 Pour chaque reaction de ligation, 10 clones recombinants sonc 

sequences en utilisant le systeme automatique ABI. 

Extraction des ARN, analyses ct sondes Northern blots 

L'ARN total est ex-trait avec du Trizol (Life Technologies). Les ARN 

polyA-^ sont prepares en utilisant le kit OligotexdT (Qjagen, GA). 30 de TAPJs' 
35 total ou 2 ug d'ARN polyA* sont separes sur agarose 1 %/l x MOPS / 2 % gel de 

formaldehyde, transferes sur membrane de nylon (Hybond Appligene. 

France) comme cela a ete decrit precedemment (5). Les Northern blots sont 
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hybrides avec des sondes marques au P32 sur les inserts TSAP et TSIP et laves 
comme decrii precedemment (5). Pour verifier Tinduction de la fonction 
du p53 sauvage. les Northern blots sont hybrides avec une sonde cvcline G 
(6). A titre de controle pour la quaniite d'ARNm chargee. les blots sont 
5 hybrides avec une sonde GAPDH. Differenis Northern blots (Cloniech CA) 
sont utilises dans des conditions identiques et hybrides pour le contrdle avec 
une sonde p-actine. Les produits de RT-PCR pour LTR6 sont amplifies en 
unlisant les amorces siah lb suivantes : 5 'CAGTAAACCACTGAAAAACCS ' et 
5-CAAACCAAACCAAAACCAC3'. Le produit de PGR sous-clone est utilise comme 
sonde controle de siah lb. Les Nor<hern blots sont exposes pendant 10 jours 
a - 80'C. 

Slot blots 

La reproductibilire des resultats obienus par les analvses Northern 
blot. Les blots sont prepares (Bio-Rad. Hercules CA) en placant les produits 
de PGR (200 ng de Zeta-Probe Blotting Membranes. Bio-Rad. suivant les 
instructions du fabricant) de clones TSAP et hybrides avec une sonde ADNc 
marquee au P32 (Superscript H Gibco-BRL. Ufe Technologies) correspondant 
a I'ARN des cellules. LTR6 incubees a 37-C et ensuite 4 heures a Le 
produit de PGR du clone contenant la cycline G est egalement depose sur les 
membranes et utilise comme controle positif. Les Slot blots sont exposes une 
nuit a - 80*G. 

Analvsc Quantitative des imapcx 

Celle-ci est effectuee en utilisant un imageur 1200 p (Biospacc 
Instruments. Paris. France) sur les deu.x Northern blots (pour TSIP 1 ct TSIP 
2) et sur les Slot blots pour tous les controles ADNsc et TSAP 1 a 8 Pour 
ranalyse quantitative representee dans les graphiques de la figure 1 on 
soustrait un nombre constant de chaque pic. Cette constants est calculee en 
mesurant la valeur moyenne du bruit de fond dans les slots qui ne 
contiennent pas d'ADNc. Les resultats du p imageur oni ete obtenus en 
comptant les slot blots une nuit et en les confirmant par autoradiographie 
avec des temps variables d'e.xposition. Ces autoradiogrammes montrent les 
memes variations qualitatives relatix cs entre les aciivites a 32'C et a 37'C que 
les mesures effeciuees avec le p imageur. 
Hybridation in siru (7, 8) 

Les cellules sont lavees 3 fois dans un tampon phosphate salin 
(PBS) "cytospinned" et fixees par du paraformaldehyde a 4 % dans PBS 
pendant 10 minutes puis conserx-ees dans I'ethanol a 70 %. Des transcrits 
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d'ARN marques a la digoxigenine-1 l-uredine-5'-triphosphate (DIG) et a la 
biotine-1 1-UTP de TSAP 3 sont utilises dans les analyses suivant la procedure 
decrite precedemment (Boehringer-Mannheim), Pour la detection des 
souches marquees a la digoxigenine hybridee les tranches sont incubees 
5 dans SAD-10 (10 nm d*anticorps anci-DIG de mouton marques a Tor a 1/1000 
de dilution. Biocell UK). L'analyse est effectuee en utilisanc de la microscopie 
a laser confocal. 
EXEMPLE 1 

L'eiude differentielle des ADNc par la methode de Liang et Pardee 

10 permet de disposer d'un outil tres puissant ei efficace pour detecter les 
variations dans Texpression des genes. Neanmoins, il a fallu modifier le 
protocole original commc cela a ete indique precedemment afin d'ecarter 
certains problemes de reproductibiliie obser\'es lorsque Ton applique la 
methode telle qu'elle est decrite a rorigine. 

15 On a pu mettre en evidence une reproductibilite totale lorsque dans 

la methode PGR on introduit un •*hot start" suivi par un "touch down". 

Les bandes exprimees differentiellement apres isolement ct 
reamplification sont neanmoins souvent contaminees par des bandes 
provenant des ARN qui migrent dans les regions voisines de TADNc, si Ton 

20 utilise directement ces sondes sur des Northern blots ceci conduit a des 
erreurs. On a done sous-clone les produits de seconde PGR et fait effectucr les 
anah ses des Northern blots utilises a dcfaui de recombinant a sonde simple. 
Le sequencage systemaiique d'au moins 10 sous-clones recombinants pour 
chaque bande selcctionnee a montre qu'il etait trcs efficace pour 

25 selectionner les clones d'interet, 

Le gene p53 est. dans Tetat actuel de nos connaissances, le 
suppresseur tumoral qui est mute dans le plus grand nombre de cancers 
d'origines tres diverses, et Tutilisation du mutant sensible a la temperature 
val-135 p53 s'est deja moniree precedemment foumir des informations tres 

30 importantes concemant le fonctionnement du p53 sauvage en induisant, soit 
Tarret de la croissance cellulaire en phase G-1. soil Tinitiation du 
programme de mort cellulaire. 

Jusqu'a maintenant, les voies moleculaires en amont et en aval de 
p53 et qui conduisent a la suppression tumorale etaient encore peu claires. 

35 Jusqu'a maintenant un certain nombre de genes en aval de p53 ont 

ete identifies, il s*agit notamment de gadd 45, mdm 2, mck, ''Mouse 
endogenous retrovirus" LTR, p2l-waf et Gycline G. 
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La presente invention a permis de mettre en evidence l exiscencc 
de 1 1 genes qui sont exprimes differentiellement dans ies celluJcs exprimant 
le p53 sous sa forme suppresseur actif ou bien dans des cellules tumorales 
exprimant le g^ne p53 non actif. 

La figure 1 montre la quantification des signaux d'hvbridation 
correspondant a I'expression differentielle de 8 de ces genes qui sont actives 
a 32'C. c'est-i-dire dans lesquels la fonciion de p53 sauvage est activee ei 
conduit done a l apoptose des cellules, ces genes qui sont actives seront 
denommes ci-apres TSAP (pour Tumor Suppressor Activated Paihuav). par 
contre on constate que dans deux experiences 2 genes exprimes a 37'c'sont 
en partie inhibes a 32-C. ce qui impliquerait qu'ils sont inhibes durant la 
mort cellulaire programmee. ces genes oni eie denommes TSIP (pour Tumor 
Suppressor Inhibited Pathway). 

L'analyse des homologies des differences sequences activees de 
TSAP 1 a TSAP 3 a montre qu'il s'agissaii la de genes deja connus. Par contre 
les auires ADNc TSAP 4 a TSAP 8 ne montrent aucune homologie significative 
avec des g^nes connus. 

Pour I'ADNc TSIP 1 qui est inhibe dans son expression pendant 
I'apoptose. il ne montre aucune homologie avec des genes connus. 

Pour PADNc TSIP 2 qui est egalemeni inhibe dans son expression 
pendant Tapoptose. il montre une grande homologie avec Ic iranscriot SI 82 
du gene AD3 impliquc dans les voics mctaboliques dc la maladic d'Alzhcimer 
(Sherrington et al.) (figure 8). 

Par consequent, il est possible d'agir sur les xoics mctaboliques 
de la maladie d'Alzheimer en agissant sur les voies mctaboliques p53 
dependantes. 

La presente invention a done egalement pour objet. a titre de 
medicament, un compose assurant I'expression cellulaire de TSIP 2 destine au 
traitement de la maladie d'Alzheimer ainsi qu'a tirre d'agent de diagnostic 
pour la determination de la predisposition a la maladie d'Alzheimer. tout ou 
partie de la sequence de TSIP 2 a utiliser comme sonde nucleotidique ou 
comme amorce d amplification ainsi qu'un aniigcnc correspondant a tout ou 
partie des proteiiaes codees par TSIP 2 ou les anticorps. notammeni les 
aniicorps monoclonaux correspondants. eventuellement apres culture. 

L'hypothese que I'on peut faire sur ces genes inhibes dans leur 
expression par le p53 sauvage est qu'ils peuvent coder pour des sequences 
oncogeniques qui seraient regulees en aval du processus de suppression 
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tumorale ou encore qu'il s'agit de proteines dc structure ou du cytosquelette 
pour lesquelles la regulation en aval de I'cxpression est concomitante de la 
mort cellulaire par apoptose. 

TSAP 1 est homologue a la phospholipase C beta 4 de rat. La 
5 sequence de TSAP 1 presente 100 % d'ideniite avec la PLC entre les 
nucleotides 3967 et 3985 ; 82 % entre les nucleotides 3986 et 4116 et 85 % entre 
les nucleotides 4070 et 4220 (figure 4). La PLC est connue pour etre impliquee 
dans la voie de signalisarion des recepteurs de la tyrosine-kinase, et 
pour catalyser Thydrolyse du phosphatidylinositol-4,5-biphosphate en 

10 diacylglycerol et inositol- 1, 4. 5-triphosphate. Toutefois, la presente etude 
suggere que la PLC est une cible en aval dans Tapoptose a mediation p53. 

TSAP 2 monire des sequences conserx'ees {92 % d'identite entre les 
nucleotides 259 et 299 ; 100 % d'idemiie entre les nucleotides 418 et 458 et 92 % 
d'ideniite entre les nucleotides 645 et 685) avec la proteine digitee au zinc 

15 (ZFM 1) qui est localisee dans le locus Multiple Endocrine Neoplasia (MEN 1) 
(figure 5). MEN 1 est un desordre dominant autosomal associe avec le 
developpement de tumeurs affectant le lobe anterieur des glandes pituitaires 
et parathyroides et les cellules des ilois pancreatiques. II est pariiculierement 
interessant d'avoir mis en evidence qu'a la fois ZFM et une isoenzyme de PLC 

20 sont colocalises dans la meme region chromosomiquc llql3 contenant Ic 
gene dc susceptibilite a MEN 1. Chez la souris, les regions homologucs sont 
localisees sur le chromosome 19B. Le fait de trouver que TSAP 1 ct TSAP 2 sonr 
actives en reponse a p53 peui suggerer que ces genes apparticnnent a unc 
voie de suppression des tumeurs plus globalc et que p53 peut coopercr avec 

25 MEN K 

TSAP 3 est identique a Siah lb. Ce gene est Thomologue chez les 
vertebres du gene Drosophila seven in absentia (sina). Le clone decrii 
presente 94 % d'identite avec Phomologue murin (nucleotides 1496 a 1634) 
(figure 6). Par analyse Northern blot en utilisant une sonde TSAP 3, on a pu 

30 detecter une expression differentielle d'un messager de 1,9 kb de ce gene 
(figure 2A). Ceci est confirme en utilisant une seconde sonde correspondant a 
la meme region de la sequence siah lb decriie (figure 2B). La figure 2C 
montre la distribution tissulaire de ce gene en utilisant une sonde TSAP 3 qui 
detecte a la fois I'ARNm de 1.9 et de 2,4 kb correspondant aux resultats 

35 mentionnes precedemment lorsqu'une sonde siah est utilisee. L'hybridation 
in situ montre que I'ARNm de TSAP 3 est induit rapidement 1 hcure apres 
I'induction de Tapoptose (figure 3D). Son expression augmenic apres 2 et 
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4 heures (figures 3E et 3F), Dans les cellules qui soni entrees en mirose aucun 
signal n'est detectc, 

Carthew et Kubin ont montre que seven in absentia est necessaire 
pour le deveioppement de I'oeil de la drosophile. D'autre pan, des mutants dc 
5 ce gene dans la drosophile montreni un role beaucoup plus general dans le 
deveioppement, L'homologue murin est subdivise en deux groupes siah 1 et 
siah 2 et ces proteines montrcnt un degre de conservation tout a fait 
inhabituel par rapport a drosophila seven in absentia. 

Nos resultats one montre que TSAP 3 / siah lb est active dans le 
10 programme de mort cellulaire dans les cellules Ml induites par le gene 
suppresseur de tumeur p53. Comme ce gene code pour une proteine digitec au 
zinc nucleaire. il pourraii etre un factcur de transcription regulatcur qui est 
en aval du signal de p53. Les rcsulrats montreni egalcment un lien direct 
entre les genes concernani le deveioppement chez la drosophile et une voie 
15 majeure de suppression tumorale. 
EXEMPLE 2 

En utilisant le fragment d'ADNc murin (TSAP 3), decrii ci-dessus. 
obtenu par analyse diffcrentielle d'ARNm. on a constitue une sonde pour 
isoler un fragment dc 1.1 kb d'une librairie d'ADNc humain qui ensuitc a ete 
20 expanse jusqu'a la region codanie entierc par une I\ACE-PCR. 

La figure 7 montre TADNc ei la sequence d'acides amines du gene 
humain sina (TSAP 3). 

Ceite sequence code une proteine de 282 amino-acides a\cc un 
motif digite au zinc C3HC4. Cette proteine presente egalcment des analogies 
25 avec des proteines capables dc sc fixer sur TARN. Ijx sequence en amino- 
acides est ires conser\'ee entre la Drosophile, la souris et le gene humain 
(figure 7). 

La distribution tissulaire indique que le sina humain est exprimc 
de fagon ubiquitaire et code pour un ARNm de 2.3 kb et, dans le placenta, ii 
30 existe un transcrit additionnei de 2.5 kb. 

En analysani des YAC du CEPH et des librairies BAC par PGR, en 
utilisant des amorces sina humains spccifiques, on a pu isoler S YAC (350- 
1000 kb) et 2 BAC (100 et 125 kb). 

La fluorescence par hybridation in situ (FISH) utilisant les clones 
35 YAC et BAC montre que le seven in absentia est localise sur le chromosome 
16ql2'13, c'est-a-dire dans une region contenant les genes suppresseurs dc 
tumeurs candidal dans differents cancers, notamment : cancer du sein (9), 
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lumeur de VVilm's (10-12). syndrome de Laurence-Moon-Bard et-Biedl (13), 
syndrome de Beckwith-VViederman (14). 

Comme cela a ete indique dans la demande de brevet francais 
95 15 146. on a trouve que des iransfecrances stables de cellules Ml 
5 murines avec le mutant p53 sensible a la temperature montraient Tactivation 
de seven in absentia apres induction de Tapoptose a 32*C. Etani donne que le 
TSAP 3 murin a ete isole dans un modele d'apoptose induii par le gene p53, il 
etaic logique d'approfondir I'analyse du gene TSAP3 (HUMS5AH) dans un 
modele d'apoptose physiologique humain. 
10 Ce modele est decrit dans Tiniestin oCi les cellules migrem du fond 

de la crypte vers la region apicale des vilosites ou ellcs meurent par apoptose 
avant d'etre larguees dans le lumen. Ces cellules en apoptose sont 
sp6cifiquemeni marquees par la technique TUMEL 

D'autre part, ces memes cellules sont positives par hybridation in 
15 situ pour le gene TSAP 3 (HUMSIAH) dans Tapoptose physiologique chez 
rhumain. 

Enfin. afin d'investigucr Timplication du gene TSAP 3 humain 
dans la suppression, des lumeurs. on a utilise un- modele base sur Tensemble 
des genes plutot que sur un seul gene. Ce modele repose sur les proprietes 

20 biologiques du parvovirus H-1. 

Des recherches trcs completes dans ce domainc oni montrc sur les 
20 derniercs annees que Ic parvovirus tuc prcrerentiellcmcnt les cellules 
tumorales alors qu'il cpargne leur contrepariic normalc. 

De facon a elaborer un modele, on a fait rhv pothese sui\ antc : s'il 

25 etait possible de selectionner, a partir d*une lumeur qui soit sensible a I'effet 
cytopathique du paiAOvirus H-1, les cellules qui ctaient resistantes, ceite 
resistance pourrait etre due a un changement de leur phenotype malin. Ceci 
a pu etre demontre pour les cellules KS selectionnees~a partir des cellules 
erythro-leucemiques K562 humaines. Tandis que les cellules parentales K562 

30 sont sensibles a Teffet cytopathique du par\ovirus H-l, les cellules KS. elles, 
sont resistantes. Ces cellules resistantes reexpriment le type sauvage de p53 et 
ont un phenotype supprime a la fois in vitro et in vivo. 

Pour confirmer ces observations sur d'autres cellules, on a 
selectionne. a partir d'un monoclone d'une leucemie monocytaire U937 

35 humaine, les cellules filles US3 et US4. Ces clones sont resistants a Teffei 
cytopathique des par\*ovirus H-l et montrent une reversion du phenotype 
malin in vivo. L'analyse de marqueurs de surface pour 20 cellules, indique 
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qu'il n*y a pas de deplacement dans Ic stade de differentiation entre U937 et 
les clones US indiquant que la suppression du phenotypc malin n'est pas due 
a une differentiation terminaie. 

Ni les cellules K562 ni les cellules U937 n'expriment p53. Par 
5 contraste aux cellules KS qui reexpriment p53. les cellules US3 ei US4 ne 
reexpriment p53. Toutefois. on a pu mettre en evidence le fait que les cellules 
US3 et US4 montraient I'activation dc WAF-1 par rapport aux cellules 
parentales malignes U937. Une telle activation de WAF-1 dans une voie 
independante de p53 alternative a 6te recemment decrite et les resultats 
actuels montrent que les clones US3 et US4 utilisent. semble-t-il. cetie voie 
alternative VVAF-1. 

Le gene sina est active par le t) pc sauvage p53 inductible dans les 
cellules Ml de meme que dans les cellules KS qui reexpriment le type sauvage 
p53. 

'^'^'^'^ cellules parentales U937 expriment tres legerement 

TARNm de sina. il est active dans les clones filles US3 et US4 qui ont une 
reversion de leur phenotype malin et qui reexpriment pZh^^r-i. 

De facon interessanic. sina est active dans les cellules qui 
deviennent apoptotiques. comme cela est montrc par un double marquage 
utilisant une sonde sina pour hybridation in situ combinec avec un essai 
TUNEL 

Ccci permet dc dcmonirer que Ic gene sina humain qui est trcs 
conscrxc dans la phylogenie jouc un role dans l apoptose ci la suppression 
tumoralc. 

De facon encore plus importante. sina sc situc au croisement des 
voies de p53 et de VVAF-1. 

En outre, en utilisant le module de U937 et US3 et US-*, on a pu 
montrer un lien fonciionnel pour les molecules suppresseurs en utilisant un 
modele biologique global qui permet la comparaison a des niveaux 
moleculaires entre les cellules malignes parentales ct les cellules filles 
directement derivees. Ces experiences indiquent qu'il n'cst pas necessaire de 
transferer les genes suppresseurs de tumeur humains specifiques dc facon a 
leur conferer le phenotype suppresseur. mais que la reversion tumoralc est 
sous le controle d'un systemc de regulation qui est toujours present dans le 
35 materiel genetique des cellules lumorales bien qu'il soit necessaire de le 
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TABLFAl) 



CARACTERLS TIOUF?; DPs CA ONf P; 



5 



Clone a exoression 
differentielle 


Amorces 
3' et 5- • 


Taille de I'ARNm 
en kb 


Momolopie 


TSAP 1 


Tl lGC-16 


2.0 et 4.5 


PLC 


TSAP 2 


Tl IGCo 


5.9 


MENl § 


TSAP 3 (IDS N* 3) 


TllCG-4 


1.9 


siah lb 


TSAP 4 


Tl lCC-6 


5.0 


Non 


TSAP 5 


Tl lCG-5 


1.2 


Non 


TSAP 6 


TllAG-1 


2.8 


Non 


TSAP 7 


TllGC-16 


> 8.0 


Non 


TSAPS 


TllGC-6 


> 10.0 


Non 


TSIP 1 


Tl lCG-8 


3,0 


Non 


TSIP 2 


Tl lAA-5 


3,1 


ADS <^ 



* Les chiffres et les sequences des amorces en 5* correspondent a ceux 
20 rapportes par Bauer et al. (4) 

# Rat phospholipase C-beta 4 ARNm (IVvTPHOSCB) 

§ ARSm humains (HUMMENIC: MUMZFMIC; HUMZFMlA: HUMMENIA) 
r siah- IB ARNm (MMSIAlllB) 

^> ADS. transcript S182 ARNm murin (homologuc S182 ARNm humain) 
25 (Sherrington et al.). 
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INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N* : 1 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

( B ) TYPE: nucleotide 
5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

( D ) CONFIGURATION : lineaire 
( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 1 
10 (B) EMPLACEMENT: 

( xi ) DESCRIPTION DE lA SEQUENCE: SEQ ID 1 : 

TSAPl 

TGATCACGTAC 

CTTCTTCTACTTAACAATTTGACTATTGAATTTCTTTGGCCAACCA.AAAGTAGCTATGTAC 
3970 3980 3990 4000 <010 4020 

20 30 40 50 60 70 

ACACACACACACAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGGCGAGAGACACAGACAGAGAGAT 

ACACACACACACACACACACACACACA CACACACACACACACAGAAJi.T 

4030 4040 4050 4060 

80 90 100 110 120 130 

CCCCTATTCCTGACAGGCAGAGTTGAATCATGATATATGGCTTAA,:kCATGTTTGCTATGA 

CCCCTATTCCTGACAGGCAGAGTTGAACCATAATCCACA.:>lCTTAAACATGTTGCCTAGGC 
4080 4090 4100 4110 4120 



15 



10 . 



rat PLC 



20 



TSAPi 



ratPLC 



TSAPi 

30 

rat PLC 

4070 
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140 150 160 170 130 190 

TSA? i GACAGCATCACAAGCCAGTGGGCTTGGTGATAACAACTCTGCTTTGTGGTCCATTAGGAC 

5 ra t PLC GACAGCATCACAAGCCAGTGGGCTTGGTGATAACAACTCTCCTTTGTGGTGCATTAGG AC 

4130 4140 4150 4160 4170 4180 

200 210 220 230 

jQ TSAPl 1 ATTTTTGAGCTGCTGCTGCTGCAAA-AAAAATAAGAGCCG 



ra t PLC ATGTTCGAGCTGCTGCTG- -GAAAAGGAAA.^TTAGTGCATTACTACTTTA.^tCGCAACCG 

4190 4200 4210 4220 4230 ^2-;0 

15 INFORMATIONS POUR lA SEQ ID N' : 2 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
{ B ) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
20 (D) CONFIGURATION : lineaire 

{ i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERiSTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAR 2 

(B) EMPLACEMENT: 

25 ( X i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N' 2 : 

TSAP2 

10 20 30 40 50 60 

TSA^2 CCTTGGAACCAATCTACAACAGCGAGGGGAAGCGGCTTAACACTCGAGAGTTCCGTACCC 

30 

huniz f silc , seq CCCCTGAGCCCATCTACAATAGCGAGGGGAAGCGGCTTAACACCCGAGAGTTCCOCACCC 
250 260 270 230 29C 300 



35 
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70 80 90 100 lie 120 

TSAP2 GCAAAAAAAAAA.ATCTCTTGTCTTTTCCTAAGCTTTTCCCTCTCCTAGCGAAACATCAG-! 



5 hums£mlc . seq GCAAAAAGCTGGAAGACGACCGGCACAACCTCATCACACAGATGCTTGCACTCAATCCCC 

310 320 330 340 350 360 

130 140 
jQ TSAP2 AACTCCCTGGTTATAGATTGCTT 

hurx: f.-nic . seq ATTTCAAGCCACCTGCAGATTACA.ajvCCTCCAGC.iJkCACCTGTGAGTCAT 
370 330 390 400 4 10 

15 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 3 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

( B ) TYPE: nucleotide 

(C) N0M8RE DE BRINS: simple 
20 (D) CONFIGURATION : lineaire 

( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 3 

( B ) EMPLACEMENT: 
25 ( X i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N' 3 : 

TSAP3 
10 

TSAP3 J 

30 TTTTTTTTTTTG 

nunsiahlb . seq - gtaaaatatttctgaactttgtatttgttgtagattgattgtattcttgacaattttt 
1^50 1460 1470 1430 i<90 1500 

35 
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20 30 40 50 60 70 

TSAP 3 CGGCGTGGGGGTGTGCCTCCACACATGCCTGCACCTGTG7GCTTGCTTTTCCTTTAACAA 

5 nu-nsiahlb . seq CGGGGTGGGGGTGTGCCTGCACACATGCCTGCACGTGTGTGCTTGCTTTTCCTTTAACAA 

1510 1520 1530 1540 15S0 1550 

80 90 100 110 120 130 

10 TSAP 3 CCCATCTACGTCTCATAGCCCACTGTTTTCCCCTTGTGAGTCAACACATAGTCCTGCTCT 

irjT.siahlb . seq GCCATCTACGTGTCATAGCCCACTGTTTTCCCCTTCTGACTC.WCACATAGTGCTCCTCT 
1570 1580 1590 1500 1510 1520 



15 



20 



140 

TSAP3 GGTTTGCCTTTCCT 



r-.S i ah 1 b . seq GGTTTTCGTTTGGTTTCCTTTTCGTTTTTCATCTCTCTCT ATTTGATAATTTTT ATT: 
1530 1540 1650 1550 1570 1533 



25 



30 



35 
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INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N' : 4 
( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

(B) TYPE: nucleotide 
5 (C) NOMBRE OE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
(ii) TYPE OE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 4 
10 (B) EMPLACEMENT: 

( X i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N* 4 : 

TSAP4 

AACTCCGTCG TGGCTGTGGG GACC7AATTC CTTATATTTT 

15 

CTGTGCCTTT CCCTAATGCA GTTATACTAT TTCCATTAAG 
CTTTATATTC ACTGCCATGG GTAGGAATGC TCACGCTCJiA 
GAAGCCCTCA TTTTCAGTTG GC 202 

20 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N' : 5 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( 8 ) TYPE: nucleotide 

(C) . NOMBRE DE BRINS: simple 
25 (D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP S 

(B) EMPLACEMENT: 
30 ( X i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N* 5 : 



- - C ACTGTAC AAA 

^TGGCTAACC TTAGTTAAGG 
rCGGCCAACT TGTCATGGAA 
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TSAP5 



10 



15 



20 



25 



30 



TAACAAGGAT ATTCACGTTC GGGATTGCTT TCCTAAGCGA TCATCTCAAC CTCCACCTGG 60 

AACTGATTTC CCAAGGGACA GAAATGGTCT TTGATCTTTC TGAACCACTT GTCTTCAAAC 120 

TCTTTGGAGG ACGCAACCAC CATGGCAGTC AGGGCTCCCG GGCCCACACA CTTCACCTCC 180 

GAATGAAGCT CCTCTTTTAT CTTTTCTGGG ACAATGTCTT CCCCCATAGC CTCCTCCA7C 24 0 

AACAGCAAAG TACCTTCCCT AAAGTTGAAG TCCTTCACTT TCCCTCCAAT TTCCTCCTGA 300 

GTCCTCAAGT TCTTCTCCAA CGCGA.^TGAT GTTTGCTGAG ACTGGGCGAG CTGAAGCAGG 360 

AGCCTGGCCC GGAGCAAAAA GGCGCATGCT TTCCTCCGAG CCTCCATCTG TGCCTCTTCC 4 20 

CTCCGCCTTG CCAGGGAAGG CATATTCTC CTGAGCACTA CCACTCGCTT CCACGGAGAC 4 80 

CAGTGCATTC TCAGGCAAGG TCGTCGGCAA AGACAAAAGA GACCCTGTTC CCGAGTGTAC 54 0 

AGAGGAGGGA CCGACGGCCT TCTCACTTGA GGCAGAACTC TTCTGTCCCT GCGCTGACAC 600 

CCTGCTGGCA GGCCGGGCCC TGGACTCAGG TATGCCTCTG CCAGCTTACA CCAGCTCCAC 6 60 

GGGTTGAGCG GGTGCAAAGC AATCAGCTTG TGCAGGCAGA AGATCCTGTG CTCCCGGCTC 720 

TGCAGGCTGG AAAAGACGGC CAGCTGGAGG TGGAGCACCA CGGTCAGATG CTCTCTCTTC 730 

GTGGCTTTGC TTTCCAAGTC TCCCGCCATC TCCAGCGCCT CCTCATCCCT CCCAACTGAG S4 0 

CCAGACACCG ACCCTGGCCT TCTTGGACAT CCCTTTTCAT GGCAAAATTA GTAGATGCTA 900 

ATGTTCGGAG ATATCGAGTA TTCCTGCAGC GCTTTCTCGT ATTCCTCTCG TCTGTAGGCC 9 50 

AGGTCCCCTC TGAATTTCTT GAGAGTGAGA ACTTCAATAT CGTCACTACA TTCTCTCTCT 1020 

TCATAAAACC ATGCGGCTCG CAGACCTTGC CGCGGTAGGG GGAGGGCGGC TCGGGCCGGC 1080 

GCTCCGGCCT CTGCTCGAAC ACCGAGTCCT CAAATTCGCC GCCCAGCACC CACCATCCGG 1140 

TCTCCATCGC GCGGAAGTGC AACTGGACCT CGAAACGAGG CGACACCTAG AGCGACGCCC 1200 

ATCACCCAGC CTCCAAAGCG CGCCACAGCA GCCGCGCCA.\ GGCTGCCGAC GCAAGGTAGA 12 50 

GACCTGCCCC GGCGGCCGCT CGACCCCTAT AGTGAGTCCT ATTAGGATGG 1310 



35 
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INFORMATIONS POUR lA SEQ ID N* : 6 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

( B ) TYPE: nucleotide 
5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 6 
.10 (B) EMPLACEMENT: 

( X i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N' 6 : 

TSAP£ 



15 



20 



25 



30 



35 



oO 
i20 
130 
240 
3G0 



4 20 

■;30 



CTGAGTACAT ATCACATGTA TGGGGTCTCA TTCTGAGTAT CTCAGTTTAC ACCTCCATCC 
CAGGA.^TTAG GATCTCAGCC ACCCACCCAT ATATCATCAC CTCCCTCTGC ACCATCCAGA 
AAAGAGACCC GAACCCAGCT CAGCCCCCCC ACAACCCATC TCCACTTCCA GGCCCT CACA 
CGTGGCrrCT TTTCTCCCCC TGTCTCTGCT CGCCGGACAG CATG.^^CTTC ACAGCCCCAT 
CTTTCTCCCA GCCCCTGCGG ATCTTCCTGA GTCTGCGCTT TGAGCCAGCC CACGAGGA.^.G 
AGGCCCTTGG CCAGGATGAT TCACACAGGG GCAGGGAGCA GCGTGAGTGT CGA-^TG-GGG 3 50 

GCGGGCAGGT AGAACTTC:<T AGTGGTTTTT CCTOCAAAAC GCACCGGTCC AGCCCTAGGT 
GAGTGTGTGC ATTCTCCTGA GTATCAGCGC CACGAACCCC AGTGTGGACT GCACGAAGCT 
GAACTCCTTC CAGTTGAGGC AATTAGCAAT GGACGCGAGC GAGGTGACA3 CCAGCACCGA 540 
CA.^CATGCCC AGGGCCAGCA CACCCAGGGA CAGGTATATC TCCATCCTCC AGACrrCTTC 600 
CTCACCCCAG AGGCGGCTCT TCTTCGCCAG CACCTGCTTC ACACCCACAT TGACCACGTC 
GTAGGCGGTG GGAGCGGCCC AGCCGCAGGC AGAAGCTGTA GAGAGCGTGC AGCATCGCGA 
AGAAGAAGCT GAGCAGCCCG ATCTGCTTGC GATGCTCCAG CCAGTCGTCC ACCCAGTCTG 
GGAAGCGCTG GTACTTGGTC CCCCTCCCCA GCTGAACCGC AGCTGCCAGC ACACCGGCCA 
GGTACACTAC GGACAGCAGC ACATAAGCCA CACAGCGTAG TCTGGTGTTG ACCACACACA 
AGGGCATCTT CTAAA-^ICTTG TTCTCATCTT TCCGAATCT^: TCGCTGTANA ACGTCCCGGA 
7GAAATTGTA GGTGTANAA^J CACACAAAGA CCCCAGTCCC CAGGAAGGTG GGCCCCTTCC 



qSO 
720 
720 
340 
900 
950 
1020 
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AGAATCGAAG GAAGCNCAGG GGTTTNCCTT CTACCTCCCT O.XTGAAGCC CANGGATCCA 1080 
TNTCCAGGGG TTNAAACCAT NGGCCGTGCA TCTCTGAAAA TGCTCNCTTC CNTTCTGCTK 1140 
CATCA>rrGCA AATAACMCCT CCCTCTTCCN TCCCTTGCCC CCACCCTNTN GGGCCCATCC 1200 
5 CAA 1203 

INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N* : 7 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

10 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE OE 6RINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 
15 (A) NOM/CLE: TSAP 7 

(B) EMPLACEMENT: 

( X i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N' 7 : 



20 



TSAP7 



iTCCAG TCATTCT77A TTTCAGTCTG TGAAACCCTC CTACCCA"! 



T.^^rrTT-^ TCCATTTTCA AACCAGCCTT TACTGTGGCC TTTTCTCCTA 7~GATAT 120 



ATGTTA3CAC GTGTGCATAG 



25 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N" : 8 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
{ B ) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE OE BRINS: simple 
30 (0) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 8 

(B) EMPLACEMENT: 

35 { x i ) DESCRIPTION DE L^ SEQUENCE: SEQ ID N* 8 
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TSAP8 

CACGTNAAAG TACCACATCC NCCCCCATTG CTACATATTC ANAGAGTATA TA:JATACGNC SO 
GAAGCACAAT CTCTTCCCTT CCTNTGTACA CCTCANACCC AGTGACTTCC NACCJIAACCN 120 
5 CNTGANTCTN TTTGTNCATA TGAGTCTCTG NCTGTCTCNA TOTGCGTCTC ACATGTATGC 130 
GACGACCNAC CCCACCCCCA GCGGCCTTCA NGCACAATKG AGGACCCCTA TN'GTGGATAC 24 0 

GNGCATCGCT-AAANAGC 257 

INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N* : 9 
10 ( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
15 ( i i ) TYPE DE MOLECULE : AONc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSIP 1 

(B) EMPI_ACEMENT: 

( xi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N* 9 : 
20 TSiPi 

GGAGCGGGTC TAGCTTTCTC TTTAGTTATC ACTCTGAGGT GCTCAGGTCA C.-. J.-.3AAGGC 6j 

} 

ACTTAATTGG GAAGGTCATC TGATTCCGGC CATCTTCTCT CCCTTTACCA A 111 

25 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N* : 10 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
30 (D) CONFIGURATION : lineaire 

( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSIP 2 

( B ) EMPLACEMENT: 

35 ( X i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N' 10: 
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10 



15 



TSIP2 



CACCGGTGAGACCTCTAGGGCGGGGCCTAGGACGACCTGCTCCGTGGGCCGCGAGTATTC 60 

GTCGGAAACAAAAC AGCGGCAGCTGAGGCGG AAACCTAGGCTGCG AGCCGGCCGCCCGGC 120 

CGCGGAGAGAGAAGGAACCAACACAAGACAGCAGCCCTTCGAGGTCTTTAGGCAGCTTGG 180 

AGGAGAACACATGAGAGAAAGA^TCCCAAGAGGTTTTGTTTTCTTTGAGAAGGTATTTCT 2 4 0 

GTCCAGCTGCTCCAATGACAGAGATACCTGCACCTTTGTCCTACTTCCAG.^aTGCCC AG A 300 

TGTCTGAGGAC AGCCACTCCAGCAGCGCCATCCGGAGCCAGAATG AC AGCCAAGAACGGC 3 60 

AGCAGCAGCATGAC AGGCAGAGACTTGAC AACCCTGAGCCAATATCTAATGGGCGGCCCC 420 

AGAGTAACTCAAGACAGGTGGTGGAAC AAGATGAGGAGGAAGACGAAGAGCTGACATTGA 4 3 0 

AATATGGAGCCAAGCATGTCATCATGCTCTTTGTCCCCGTGACCCTCTGC ATGCTCGTCG 54 0 

TCGTGGCCACCATC AA.\TC AGTC AGCTTCTATACCCGGAAGGACGGTCAGCTA?.TCTACA SCO 

CCCCATTCAC AGAAGACACTGAGACTGTAGGCCAAAGAGCCCTGCACTCGATCCTGAATG 650 

CGGCCATCATGATCAGTGTCATTGTCATTATGACCATCCTCCTGGTGGTCCTGTAT.AAAT 72 0 

ACAGGTGCTACA-^GGTCATCCACGCCTGGCTTATTATTTCATCTCTGTTGTTGCTGTTCT 7 30 

TTTTTTCGTTCATTTACTTAGGGGAAGTATTTAAG ACCTACA-ATGTCGCCGTGG ACTACG 84 0 

TTACAGTAGCACTCCTAATCTGGAATTTTGGTGTGGTCGGGATGATTGCC ATCCACTGGA 9 0 0 

AAC-GCCCCCTTCGACTGCAGC AGGCGT ATCTCATTATG ATC AG7GCCCTC ATGGCCCTGG 960 

TATTTATCAAGT.ACCTCCCCG.AATGGACCGCATGGCTCATCTTGGCTGTG ATTTCAGTAT 10 2 0 

ATGATTTGGTGGCTGTTTTATGTCCCAAAGGCCC ACTTCGTATGCTGGTTGA--AC AGCTC 10 50 

AGGA--«-.G,\AATGAGACTCTCTTTCCAGCTCTTATCTATTCCTCAACAATGGTGTGGTTGG 114 0 

TGAA.T ATGGCTG AAGG AGACCC AG.AAGCCCAAAGG AGGGT ACCC AAG AACCCC AAGTATA 12 00 

ACACACAA.AGAGCGGAGAGAGAG AC ACAGGACAGTGGTTCTGGGAACGATGATGGTGGCT 12 50 

TCAGTGAGGAGTGGGAGGCCC.AAAGAG ACAGTCACCTGGGGCCTCATCGCTCCACTCCCG 13 2 0 

AGTCA-AGAGCTGCTGTCCAGGAACTTTCTGGGAGCATTCTA-ACG AGTGA.AGACCCGGAGG 13 3 0 

AAAGAGGAGT.AA-AACTTGGACTGGGAGATTTCATTTTCTACAGTGTTCTGGTTGGT AAGG 14 4 0 

CCTC AGC AACCGCC AGTGGAGACTGGA.ACACAACCATAGCCTGCTTTGTAGCC ATACTGA 1500 

TCGGCCTGTGCCTT AC ATTACTCCTGCTCGCC ATTTTC AAG AAA.GCGTTGCCAGCCCTCC 1560 

CC ATCTCC ATC ACCTTCGGGCTCGTGTTCTACTTCGCCACGG ATTACCTTGTGC AGCCCT 1620 

TCATGGACC AA.CTTGCATTCCATC AGTTTTATATCTAGCCTTTCTGC AGTTAG AACATGG 1630 

ATGTTTCTTCTTTGATTATCAAAAACACAAAAACAGAGAGCAAGCCCGAGGAGG AGACTG 17 4 0 

GTGACTTTCCTGTGTCCTCAGCT.AACA-AAGGCAGGACTCCAGCTGGACTTCTGC AGCTTC 1800 

CTTCCGAGTCTCCCTAGCCACCCGCACTACTGGACTGTGGAA-GGAAGCGTCTAC AGAGGA 136 0 



20 



30 
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INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N'' : 11 
( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

( B ) TYPE: nucleotide 
5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

( D ) CONFIGURATION : lineaire 
( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 3 humain 
10 (B) EMPLACEMENT: 

( X i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NM 1 : 
TSAP3 humain 

msrctacalpcgcskcppsc 
aegagccgccagaccgc tacagcaccacccaccggcaccccgaagrgiccaccarcccag 
10 20 30 40 50 oC 

15 rvpalcgccasnndlaslfe 

aggg^gcccgccccgaccggcacaaccgcacccaacaatgacc wggcgagcc- tr.r cgag 
70 80 90 100 110 120 

cpvcfdyvippi I c c c s g h 1 
eg cccag ccigcctrcgacca eg eg c ^accgcccacccct caa eg cca gag - gccca rcc c 
130 140 150 150 170 ' 130 

V c 3 n c r p 1< 1 t: c c p t c r g p L g 
20 7- --geagcaacrgecgcccaaagcccacaegecg-ccaacecgccggggccceregcga 
190 200 210 220 230 240 

s i r n 1 a m e k V a p. s V 1 f p c :-: y 
eccae ccgcaacceggccacggagaaageggccaaeccagtact ceecccc egeaaa ea* 
250 250 270 230 290 300 

assgceiclphcekadheel 
ccgececccggacgcgaaacaaccccgccacacacagaaaaagcagaccatgaagagcec 
25 310 320 330 340 350 350 

ce f-pyscpcpgasckwqgs 
egcgagcccagcccedacecccgeccgtgccccggcgccccccgcaaaeggcaaggcecc 
370 380 390 400 410 420 

1 c a V n p h 1 tn h q h k s i c e 1 c g 
ceggaegcegcaaegccccacccgacgcatcagcacaagwccaceacaacccracaggga 
430 440 450 450 470 430 



30 



35 



^civf lacdinlpgevc w^-- 
gaggaeaeagc cceecccgctacagacactaaccctcccggcgctgeegaccgggeaacg 
490 500 510 520 530 540 

TP. z 3 c: fg £J^-n\lvlekqekvd 
a egcag dec cgccccggcctecaccccangc: tag ccetagagaaacaggaaaaacacgac 
550 560 . 570 530 590 600 

9'"C;cf faivqligt:rkqaer. 
ggecaccagcagetceccgcaaccgeacagctgacaggaacacgcaagcaagccgaaaac 
510 .620 630 640 550 550 
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fayrielnighrrricweawp 
cccgcctaccgacccgagccaaatggccacaggcgacgattgaccccggajigcgacccct 
570 6S0 690 700 710 720 

rsihegiataimnsdclvfd 
cgacccacccatgaaggaaccgcaacagccaccacgaatagcgaccgcccagccctcgac 
730 740 750 760 770 730 

5 

palhs flqtngnlg invcis 
ccagcaticgcacagcttcccgcagacaaacggcaatccaggcaccaacgcaaccactccc 
790 800 810 820 830 340 

n c • 

acgrgccgaaatggcaatcaaacaccccccggccagcgct caaaacc ccagzcr.cacaga 
650 860 870 880 890 900 

10 aaacaaggcacccacctgcccgccaacccaaaaccccctcggcaggcagaagcccgacar 
910 920 930 940 950 ' 950 

gaaggccaacaaaaagaaagaccgccaaacacaggaaacagccccatgcagr^aacaccaa 
970 980 990 1000 1010 1020 

ca-a w wCaaaaacaagccaacagcaaaccaccgaaaaaacacacgcacacacacccaaga 
1030 1040 1050 1060 1070 io30 

15 cgggcaccccctigcar tiaagaaaggaagcaticgcaaaacaac tccgagcc - cg::gctcgc 
1090 1100 1110 1120 1130 1140 

cgcagaccgaccgcaccgccgaaaaagcccgccticcgcgcgggagcg^gcccc cgcgcgg 
1150 1160 1170 1180 1190 1200 

gcgcgrgcgcgcccgggtccct ctcc cccaaccgacaagccaccccg^gcggzccirggt^c 
1210 1220 1230 1240 1250 1250 



20 



cac tgcr -crccccctgrgagccaacacacagcgccgccgwaagccgr cz^rgcgrgca t 
1270 1280 1290 1300 1310 132Q 

z rgc caa-t ccraccaaccr cagr. ccaccaaacaaatr cgacc" t cccgr.aa- ccag 
1330 . 1340 1350 1360 1370 1330 

gcrcccccticccc ::tgtaccacc::::aaagt: -agtawccctcgacaccgcararicgc -ca 
1390 1400 1410 1420 1430 1440 

cggcaaaaaacticacaacgggLCcaacat: t ttcctcccccccaccaaccaagrccatcgg 
25 1450 1460 1470 1430 1490 1500 

aaa-rar iccaaaaccagcccatcccggtgaacccacgagticcccagaaagcaaaggcgac 
1510 1520 1530 1540 1550 1560 

acccggaaaaacaarccaaaagcccatccaaagccacctacaaggcgccccccc rccczg 
1570 1580 1590 1600 1510 1520 



30 
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ccr ccc wacaga tgagccacacccccgagcc^caacctrcgaaaggccagagaa caaacc 
1530 1640 1650 1560 1570 1530 

gacr ticracaaa caccgcaaatccaggc t cncgcctcccccr cccagataccct cggaca 
1590 1700 1710 1720 1730 1740 

aaccacacat cccaaaacctgttcccgtar. ceac egg w cccgcagaagaaggcaccgcca 
1750 1760 1770 1780 1790 1300 

tgcacagrar cicgcaaccaaaagcaaacccacccgcwcaaaaaggcag-zcgcaaaaaac 
1310 1820 1830 1840 1350 1350 



:ggccr c ttacaaticctca 
1370 1830 
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RPVKNDtCATfONS 



1 ) Sequence nucieotidique correspoiidant a un gene comporcant : 

(a) une sequence selon Tune des IND.SEQ.4 a 1 1 ou 
5 un gene equivalent qui comporre : 

(b) une sequence s'hybridant avec Tune des sequences selon {a), 

(c) une sequence preseniant au moins 80 % d'homologie avec (a) 
ou (b). ou 

(d) une sequence codant pour une proieine codec par un gene 
10 selon (a), (b) ou (c) ou pour une proceine equivalente. 

2) Sequence selon la revendicaiion 1, caracterisee en ce que 
i'expression cellulaire du gene est induite lors de I'apoptose cellulaire, 

3 ) Sequence nucieotidique correspondant a un gene comportant : 

(a) une sequence selon I'une des IND.SEQLl et 3 ou 
15 un gene equivalent qui comporte : 

(b) une sequence s'hybridani avec Tune des sequences selon (a), 

(c) une sequence preseniant au moins 80 % d'homoiogie avec fa) 
ou (b), ou 

(d) une sequence codant pour une proteine codec par un gene 
20 selon (a), (b) ou (c) ou pour une proieine equivalente, 

caracterisee en ce que Texpression cellulaire du gene est induite par la 
suppression tumoralc- 

4) Sequence nucieotidique correspondani a un gene comportani : 

(a) une sequence selon Tunc des 1ND.SEC12 ou 
25 un gene equivalent qui comporte : 

(b) une sequence s'hybridant avec Tunc des sequences selon (a), 

(c) une sequence presentant au moins 80 % d'homoiogie avec (a) 
ou (b), ou 

(d) une sequence codant pour une proteine codee par un gene 
30 selon (a), (b) ou (c) ou pour une proteine equivalente. 



caracterisee en ce que I'expression cellulaire du gene est induite par 
I'apoptose cellulaire. 

5) Sequence selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en 
ce que Texpression cellulaire du gene est induite par p53. 
35 6) Sequence selon la revendicaiion 2 ou 4, caracterisee en ce que 

I'apoptose cellulaire est induite par p53. 
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7) Sequence selon Tune des rcvendications 1 a 6, caracterisee en 
ce qu'elle est choisie parmi TSAP 1 a TSAP 8 et 7SAP 3 humain ou un gene 
equiN'aleni, 

8) Sequence selon la revendication 1, caracterisee en cc que 
5 I'expression cellulaire du gene est inhibee lors de I'apoptosc ccllulairc. 

9) Sequence selon la revendication 8, caracterisee en ce que 
Tapoprose cellulaire est induice par p53, 

10) Sequence selon Tune des revendications 1 ct 8 ct 9, 
caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi TSIP 1 et TSfP 2 ou un gene 

10 equixalent, 

11) Vecteur d'e.vpression cellulaire d'une sequence selon Tune des 
revendications 1 a 10. 

12) Vecteur d'expression selon la revendication 11, caraccerise en 
ce qu'il s'agit d'un vecteur viraJ. 

15 13) Vecteur selon la revendication 12, caracterise en ce qu'il s'agit 

d'un adenovirus, d'un retrovirus, d*un virus herpes ou d'un poxvirus. 

14) Vecteur selon la revendication 11, caracterise en ce qu'il s'agii 
d'un vecteur a acide nucleique nu. 

15) Vecteur selon Pune des revendications 11 a 13. caracterise en 
20 ce qu'il comporie une sequence assurani le ciblage et/ou I'expression 

specifique des tissus ou organes. 

16) Cellule transformec par un \ectcur d'expression selon Tunc 
des revendications 11 a 15. 

17) Proieine pouvant ctre obtenue par culture de cellule 
25 transformee selon la revendication 16 et codec par la sequence selon Pune 

des revendications 1 a 10. 

18) A tiire de medicament, un vecteur selon Tune des 
revendications 11 a 15 ou une proteine selon la revendication 17. 

19) A titre de medicament, un compose assurant Texpression 
30 cellulaire d'au moins une des sequences nucleotidiques selon Tunc des 

revendications 1 a 7 ou de leurs produits. 

20) A titre de medicament selon la revendication 19, un vecteur 
nucleotidique assurant I'expression cellulaire dc ladite sequence. 

21) A titre de medicament, un compose assurant Pinhibition de 
35 I'expression cellulaire d'au moins un gene cellulaire selon Tune des 

revendications 1, 8 a 10 ou de leurs produits. 
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22) A titre de medicament selon la revendicatioii 21, un nucleotide 
active assuranc le blocage de la sequence nucleotidique. 

23) A titre de medicament selon la revendicaiion 21, un anticorps 
monoclonal dresse contre la ou les proieines codees par la sequence 

5 nucleotidique, 

24) A titre de medicament destine au traiiemeni du cancer, un 
medicament selon Tune des revendicaiions 18 a 23. 

25) A titre de medicament destine au traitement de la maladic 
d'Alzheimer, un medicament selon Tune des revendications 18 a 23. 

10 26) A titre d'ageni de diagnostic notamment pour la determination 

de la predisposition et le suivi des cancers, tout ou partie des sequences selon 
Tune des revendications 1 a 10 a utiliser comme sonde nucleotidique ou 
comme amorce d'amplificaiion. 

27) A titre d'agent de diagnostic notamment pour la determination 
15 de la predisposition et le suivi des cancers un antigene correspondant a tout 

ou partie des proieines codees par la sequence selon Tunc des revendications 
1 ^1 10 ou les anticorps correspondants. 

28) A titre d'agent de diagnostic notamment pour la determination 
de la predisposition et le suivi de la maladic d'Alzheimer, tout ou partie des 

20 sequences selon Tune des revendications 1, 5, 7 a 10 a utiliser comme sonde 
nucleotidique ou comme amorce d'amplification. 

29) A titre d'agent de diagnostic notamment pour la determination 
de la predisposition et le suivi de la maladie d'Alzheimer un antigene 
correspondant a tout ou partie des proieines codees par la sequence scion 

25 Tune des revendications 1, 5. 7 a 10 ou les anticorps correspondants. 

30) A titre d'agent antiviral, un medicament selon la 
revendication 20. 

31) Modele pour la mise en evidence de medicament anti- 
cancereux, des cellules selon la revendication 16. 

30 32) A titre de perfectionnement de la methode de Liang et Pardee 

le fait d'utiliser une diminution en palier lors de ramplification PGR. 
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1 2 3 4 1 2 3 4 

5.3 - r-^ . r-r 

2.8- -^J-li 1.9 Kb 

1.9 - - ■fi^'^-^'ii * — 



GAPDH 



1.6- ^?^^r-^f 

0.6- ^^i^^s^ 



c 

1 2 3 4 5 6 7_8 

- M B .- :«:^^ 2.4 Kb 

,3S: M'fgWf ^..9 Kb 

- . . . . 2 Kb 

• -» 1.6 Kb 



FIG. 2 
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rCATCACGTAC 



ra C PLC CTTCTTCTACTTAACAATTTGACTATTG AATTTCTTTGCCC.\ACCAAAAGTACCTATGTAC 

3970 3980 3990 4000 4010 4020 



TSAPl 



rat PLC 



20 30 40 50 60 70 

ACACACACACACACAGAGAGAGAGAGAGACAGACAGGGGGAGACAGAGAGAGAGAGAGAT 



ACACACACACAC AGACACACACAC ACA - 
4030 4040 



CACACACACACACACAGAAAT 

4050 4060 



TSAPl 

rat PLC 

4070 



60 90 100 110 120 130 

CCCCTATTCCTGACAGGCAGAGTTGAATCATGATATATGGCTTAAACATCTTTCCTATGA 



CCCCTATTCCTGACAGGCAGAGTTGAACCA7A.^TCCAC.=LAC",--iJ%CATGTTGGCTAGGG 
4080 4090 4100 4110 •;120 



TSA? 



140 150 150 170 130 190 

GACAGCATCACAAGCCACTGGGCTTGCTGATAACAACTCTCCTTTG7CGTCCATTAGGAC 



ratPLC 



4130 



GACAGCATCACAAGCCACTCGGCTTGGTGATAACAACTCTGCTTTGTGGTCCAT7AGGAC 
4140 4150 4160 4170 4130 



■^SAPl 



200 210 220 230 

ATTTTTGAGCTGCTCCTCCTGCAAA-AAAAATAAGAGCCG 



atPLC ATGTTCGAGCTGCTGCTG--GAAAAGGAAAATTAGTCCATTACTACTTTAATGCCAAGCG 
4190 4200 4210 4220 4230 4240 



FIG. 4 
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TSAP2 

^0 20 30 <0 50 60 

CCTTGGAACCA.3.TC7ACAACAGCCAGGGG.\.^CCGCCTT.2.\CACTCGAGACTTCCGTACCC 
' * • • :::::::: : : : ; 

huniz f nic . seq CCCCTGAGCCCATCTACAATAGCGACGGGAACCCCCTT.A.^CACCCGAGAGTTCCCCACCC 
250 260 270 280 290 300 



TSAP2 



''O 80 90 100 110 120 

GCAAA.AAAAAAA.ATCTCTTGTGTTTTCCTAAGCTTrTCCCTCTGC7ACGGAAAGATCACT 



hunz r- Ic . seq CCAAaj^AGCTGGAAGAGGAGCGGCACAACCTCATCACAGACATGGTTCCACTCA.ATCCGG 

320 330 340 350 360 

130 140 

AACTCCCTGGTTATAGATTGGTT 



hu.T.2 i.T.: c .seq A7TTCAAGCCACCTCCAGATTACA;^«ACCTCCACC.-.^CACG7G7GACTGAT 
370 330 390 400 ^10 



FIG. 5 
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TSAP3 
10 

TSAP3 3 rrrTTTTTTTTC 



cxfis iahib . seq TTGTAAAATATTTCTCAACTTTGTATTTC7TGTAGATTGATTCTATTG?TGACA.n7TTTT 
1450 1460 1470 1480 1490 1500 

20 30 40 50 60 70 

TSAP 3 CGGGGTGGGGGTGTGCCTGCACACATCCCTGCACGTGTGTGCTTCGTTTTCCTTTAACAA 

rjns iahlb , sec; CGGGGTGGGGGTGTGCCTGCACACATGCGTGCACGTGTGTCCTTGCTTT7rCTTTAACA.\ 
1510 1520 1530 1540 1550 1560 

80 90 100 110 120 130 

TSA? 3 GCCATCTACCTGTCATAGCCCAC7CTTTTCCCCTTCTGACTCAACACATAGTCCTGCTCT 



r-jsa iah lb , sec; GCCA7C7ACCTC7CA7ACCCCAC7C77T7CCCC77C7CAC7C.=.-i.CACA7AC7CC7CC7C7 
1570 1580 1590 1600 1610 1520 



140 

TSAP3 GGTTTGGG7TTGG7 



rjT.siahlb . ssc; GG777TGGT7TGGT77GC7777GGT7T77GA7G7C7C7GTA777GA7AA77777A77C7A 
1630 1640 1650 1660 1670 1530 



FIG. 6 
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HuM SI AH -MS RQT AT A L ?TGT S KC ?? 50 KV ? A LTG7T A S ;V>; 

i^2-!S I 1 A_ i MS RQT AT AL ?TCTS KC ? ? SQR V ? A LTGTTA S i\"N 

>D:S I AH i3_l MSRQi-^TALSTGTSKC ? ?SQRV ? ALTDTTAS.VN 

DROSINA^l ^IS^^KI^:?:<RK£?T.iJV.5L.^vGAGATGVAT^•TSTSTGSSSAC^•TSS.-J^;TSSS55SSLSS.^^ 

H'Jt'ISIAH DLASLrZC?VC?DYVL9PlLQCQSCHLVCSt<C?,?KLrCC?TC?.C?LCBZR>:L^^ 

>D!SIAH1A_1 DLASLr£CPVGrDYVL??ILQCQSGHLVCSiVCR?KLTCC?TCRG?LGSZR>iLA>!£ 

:-2ISIA:-:13_1 DLASLrECPVCF0YVLPPILQCQSGHLVCSNCR?:<LTCC?TCRG?LG3IH.\XA.M£ 

DROSINA.l AGMSADLTSLr£C?VCFDYVL??ILQCSSGHLVCVSCRSkLTCC?TCRC?LA*VIRNLAM£ 



H'XASZAH :<VANSVLr ?CKyASSGC£XTL?HT£K.A.DH££LC£FRPYSC?C?GASC:<WQGSLDAV>I?HL 

^'•IMSIAHlA^l :<VANSVLFPC:<YASSGC£ITL?KT£:<A£H££LC£rR?VSC?C?GASCKWQCS 

MMSIAHi3_l rCVANSVLrPCKVSASGC£ITLPHTKX.AEH££LC£FRPYSC?C?CASCKWQG5LDA^ 

DR05IMA_l KVASNVK?PCKKSGYGCTASLVri'T£:<T£K££TC£CR?YLC?C?GASC:<WQG?LDLV>JQH 

Hin-rSIAK MHQHK5ITTL0G£DrVFLATDrNL?GAVTO-A/TC:QSCFGFHFMLVL£:<0£KVCC 

:'CMSIAH1A_: MHQHXSITTLQG£DrVFLATDrNL?GAVDWV>l>!QSCFGFHF:'lLVL£:<Q£KV::Cn^ 

M:-ISIAH13_i MHQHKSITTLQG£DIVFLATDINL?GAVT)tvv';-S-IQSCFGFHFMI-VL£KQ£:%^^ 

OROSIKA_l ^^MSHK3ITTL0G£DIVFLATDIWL?GAVDtr^^•C•!QSCFGHr:F^ILVL£:^^ 



H'kPASZAH VQLICTRKQA£NFAYRL£LNGHRRRLr//£AT??.SIH£GIATAI>0;SDCLVF£?SlAQLrA 

MMSIAHlA^l VQLIGTR:<QA£NFAYRL£LNGHR?JlLTW£AT?RSrH£GIATAi:-OlSOCLVFDTSIAQLrA 

>!:rsrAHX3_l VQLIGTR:<QA£MrAYRL£LNGHR?wRLTi-i£AT?RSrH£GIATAI>!NSOCLVFDTSIAQLFA 

DROSIMA_l VQLIG3R:<£A£MFV-fRL£LNGNRRRLTW£Ai-!?RSZH£GVASArHMSDCL^^^ 



H'Sl'iS Z AH EN-GKLG I N-VT I SXC 

IZ'iS Z AH 1 A_ 1 £N'G:;LG I .Vx/T I S.MC 

:C-!S Z AHl 3_ 1 £XGN LG Z rr/T Z SMC 

z Ros z :: A . i Oi^;G>; lg z .Vv t z s l v 
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10 ^0 ^Q 
1 J 1 


1 mnsiS2 
3 

2 tsip2 


CACCGGTCAC ACCTCTAGGG CGGGGCCTAC 

iO SO 60 
\ I 1 


1 n-jr.sia2 

2 tsip2 


GACCACCTCC TCCGTGGGCC CCGAGTATTC 

70 30 90 
' ' f 


1 nvr.slo2 
•J 

J 

2 CSip2 


GTCGGAAACA AAACAGCCGC AGCTGAGGCG 

100 110 120 
1 1 1 


1 irjr.siS2 
J 

2 tsib2 


gaaacccagg c::gcgagccg gccgcccggg 

GAAACCTAGG CTGCGACCCC GCCGCCCGGG 

l^o 1^0 150 
1 } 1 


1 rrjr,sia2 
J 

2 csip2 


cgcggagaga gaaggaacca ecacaagaca 

CCCGGAGAGA CAACGAACCA ACACAAGACA 
i^O ITO 1^0 


1 nvrr.sl32 
J 

2 tsip2 


gcagcccccc gaggtcccca ggcagcctgg 

GCAGCCCTTC GAGCTCTTTA GGCAGCTTGC 

199 200 2;0 
\ 1 1 


1 r-si32 
3 

2 c.sip2 


aggagaacac acgagagaaa gaaccccaag 

AGGAGAACAC A.TGACAGAAA GAATCCCAAG 

2»D 22C 2^3 
1 1 I 


1 Tr,-?.s:52 

2 LSip2 


aggtt.tcgcc LLCii^gagis agg^ai-cccc 

AGG7TTTCTT TTCTTTGAGA AGGTATTTCT 

250 250 270 
! 1 I 


1 .TJr.si52 
3 

I tsip2 


gcccagcigc cccaacgaca gagacacccg 
GTCCAGCTGC TCCAATGACA GAGATACCTG 

•jy.j 'J*iO 300 

! 1 1 


1 ^--.5132 
3 

2 csip2 


cacc^utgrc ccacuLccag aacgcccaga 

i r^i-'T'^ ^ PT AP'^TPP AA'^'CCCCACA 

)1C 320 330 

1 ! I 


1 n.T.3i32 
3 

2 CSip2 


cgtc^gagga cagccacccc agcagcgcca 

TGTCTCAGCA CAGCCACTCC AGCAGCGCCA 



FIG. 8 
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1 nunsIS2 
3 

2 tsio2 



nunsl82 
tsio2 



nvns 182 
tsip2 



nunsl82 
tsip2 



.-nnisl82 
3 

I Csip2 



L nL-nslo2 
2 csip2 



2 csio2 



nCTSi32 
3 

2 csi32 



: .':utisia2 

3 

2 Csip2 



nu-Tis 13 2 
zsiol 



rrjnsl32 
3 t:sip2 



140 

I 



JSO 

/ 



[cccggagcca gaacgacacc CAage^cggc 
ITCCGGAGCCA CAATGACAGC CAAGAACGGC 



360 



370 



I 



|agcagcagci tgacaggcag agacccgaca 
lAGCAGCACCA TGACACGCAC ACACTTCACA 



J90 



420 



accctgagcc aacacctaac gggcggcccc 
IaCCCTGAGCC AATATCTAAT GGGCGGCCCC 



^][^ ^JO 450 



jagagcaaccc aagacaggcg gcggaacaag 
Iacagtaactc AACACAGGTG ctggaacaag 



<so 

.,J 



570 



I!! 



acgaggagga agacgaagag ccgacaccga 

ATGAGGAGGA AGACGAAGAG CTGACATTGA 
<?0 50O 510 



500 



aacacggagc caagcacgcc atcacgcccc 
AATATGGAGC CAAGCATGTC ATCATGCTCT 

540 



520 
I 



530 
L 



ccgcccccg:: gaccccccgc acggccgccg 
TTGTCCCCGT GACCCTCTCC ATGGTCGTCG 



S50 

1 



570 

J_ 



ccgcggccac cazcaaacca gccagccc.cr 

TCGTGCCCAC CATCAAATCA CTCACCTTCT 

oOO 



530 
i 



atacccggaa ggacggccag ccaacctaca 



ATACCCGGAA GGACGGTCAG CTAATCTACA 
620 SIO 



ccccacccac agaagacacc g,a gaccg^ag 
CCCCATTCAC AGAACACACT GAGACTGTAG 



_! L 



660 



ccaaagcxgL* cccgcacrcg accctgactg 
GCCAAAGAGC CCTCCACTCC ATCCTGAATG 



FIG. 8 (suite) 
FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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a7ii ti/lO o90 


1 nunsi52 
J 

2 t:sip2 


cggccaccac gaccagcgcc arrgtcacca 

CGGCCATCAT CATCACTGTC ATTGTCATTA 

70U 710 720 
1 1 1 


L mjnsl82 
3 

2 CSip2 


cgaccacccr. cciygcygcc ccgtauaaat 

TGACCATCCT CCTGGTCGTC CTGTATAAAT 
7 JO 'jO 7^0 


L runs 182 
J 

2 csip2 


acaggcgcra ciayytcawC cacgcctggc 

ACACCTGCTA CAACGTCATC CACGCCTGGC 
760 770 7^0 


1 Iiiznsi32 

3 

2 csip2 


ccaccacccc acccccgtcg ctgccgtccc 

TTATTATTTC ATCTCTGTTG TTGCTGTTCT 

790 800 310 
1 1 \ 


1 nar.slB2 
3 

2 csip2 


CDcncLcgcc ciLCtaccca ggggaaguat: 

TTTTTTCGTT CATTTACTTA GGGGAAGTAT 
320 330 a40 

i t 1 


1 inmsl32 
3 

2 t:sip2 


tcaagaccca caacgccgcc gcggaccacg 

TTAAGACCTA CAATGTCGCC GTGGACTACC 

350 S$0 370 
1 t 1 


1 nuns 1 32 
3 

2 tsip2 


ccacagcagc acr.cccaaLc cggaaccccg 

TTACACTACC ACTCCTAATC TGGAATTTTC 
l!30 390 900 


: rjn3iS2 
3 

2 csip2 


gcgcggrcgg ? ig a . L c i.c arccac^gga 

GTGTGGTCGG CATCATTGCC ATCCACTGGA 
OjO 920 9^0 


1 rwaslS2 
3 

2 csip2 


aaggcccccc tcgactgcag caggcgcat.c 

AAGGCCCCCT TCGACTGCAC CAGGCGTATC 

950 960 


I suasi32 
3 

£ wS^pZ 


ccaccatgat cag^gcccrc acggccccgg 

TCATTATGAT CAGTGCCCTC ATGCCCCTGG 

STO 9ao 990 

' _ 1 ' 


1 nur.sl32 
3 

2 t:sip2 


caCwCatcad gnacciicccc gaacggaccg 
TATTTATCAA GTACCTCCCC CAATGGACCG 


FIG. 8 (suite) 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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nfr.sl32 



|l nvnsl92 
tsip2 



m.T.sI32 
tsio2 



11)^18 132 
csio2 



mir.s 132 
tsip2 



iivnsIo2 
Csip2 



tsi32 



2 csip2 



:ouo 



I 



1020 



cacggcccac ctcgqccqcg <iLCCCciccac 
CATGCCTCAT CTTGGCTG- C ATTTCACTAT 



lOSO 



acgocttggr ygcrgccc:,A Lg ucccaitctg 
ATGATTTCCT GGCTGTTTIA TCTCCCAAAC 



1060 lOVQ 



1080 



gcccaccccg cacgccggcc gaaacagccc 

GCCCACTTCC TATCCTCCTT CAAACACCTC 

1110 



1090 



1100 



ggaaagaaa cgagaccccc cccccagccc 
AGGAAAGAAA TCAGACTCTC TTTCCAGCTC 

1140 



J J2<i 



LI 10 
I 



tacccaccc cccaacaacg g^gtiggtcgg 

TTATCTATTC CTCAACAATG CTGTCGTTCC 

1170 



1130 
I 



L150 
I 



gaacacggc tgeaggagac ccagaagccc 
TCAATATCGC TCAACCAGAC CCACAACCCC 



1130 
I 



1190 

I 



1300 



aaggagggc acccaagaac cccaagtaca 
AAAGGAGGG1* ACCCAAGAAC CCCAACTATA 



1 : 1 :> 

..J 



: L* 0 



1230 
J. 



acacac';:i;S£sa «ac,-c<jc;ogaga gagac^cagg 

ACACACAAAG AGCGCAGAGA GACACACACG 

1250 



I 



1250 

\ 



rvr.siS2 
CSip2 



acag eg: 



:c cgggaacga- gacggcggcc 



ACAGTGCTTC TGGGAACCAT CATCCTGGCT 



1270 

!_ 



1290 
i 



1290 

I 



iTjns 132 
csip2 



nu7.sl32 
Lsi:>2 



ccagrgagga grgggaggcc caaagagaca 



TCAC * CAGCA GTCGGAwCCC CAAAGAGACA 

1320 



I 



:iio 
I 



gccacccggg gcctcaccgc cccaczcccg 



CTCACCTGGG GCCTCATCCC TCCACTCCCC 



FIG. 8 (suite) 
FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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.UiC 1.140 iJSO 

I ! 1 


1 nvns 132 
J 

2 tsip2 


agccaAg&gc cgccgcccag g^acccLctig 

ACTCAAGAGC TCCTGTCCAC CAACTTTCTC 
136C 1370 U90 

1 .1 r 


1 mns 132 

2 csip2 


ggagcaccc^ aacuagLgAci gacccggagg 

GGAGCATTCT AACGACTGAA GACCCGCACG 

1390 KQO 1410 
1 1 i 


1 inmslS2 
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